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® Neue Plasmide aus Corynebacterlum glutamlcum und davon abgeleitete Plasmidvektoren. 

0 Die Erfindung betrlfft zwel neue. aus dem Stamm Corynebacterium glutamicum LP-6, hinterlegt unter der 
Nummer DSM 5816, isolierte Plasmide, von denen das eine eine hohe und das andere eine niedrtge Kopienzahl 
aufweist, und von denen sich zur autonomen Repiikation in coryneformen Bakterien faliige Plasmidvektoren 
(Pendeivektoren) ableiten lassen. 
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Neue Plasmide aus Corynebacterlum glutamicum und davon abgeleitete Plasmidvektoren 
Die Erfindung betrifft neue Plasmide aus Corynebacterium glutamicum. die kompatibel sind und davon 
abgeleitete Plasmidvektoren (Pendelvektoren). FUr die gentechnische Stammverbesserung sind Plasmidvek- 
toren essentlelle Voraussetzung. Die Konstruktion von Plasmidvektoren fUr Corynebacterium bzw. Brevibac- 
6 terium beruht im allgemeinen auf kryptischen Plasmiden, die in dieser Gruppe von Bakterien gefunden 
werden konnen. 

Plasmidvektoren fur Corynebacterium und Brevibacterium konnen dazu benutzt werden, Gene der 
Biosynthese von AminosSuren zu klonieren, das entsprechende Genprodukt bzw. Enzym in einem gestei- 
gerten MaB zu exprimieren und dadurch die AminosSuren-Ausscheidung zu verbessern. Beispielhaft sei 

10 genannt die Verbesserung der Ausscheidung von L-Lysin durch Corynebacterium glutamicum durch 
Klonierung und Oberexpression des Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gens von Corynebacterium glutami- 
cum (Europaische Patentanmeldung No. 89 114 632.6). 

Plasmide sind in der Gruppe der coryneformen AminosSuren-ausscheidenden Bakterien nur sehr selten 
zu finden, auch wenn bei Durchsicht der Literatur ein gegenteiliger Eindruck entstehen konnte. 

75 Bei genauerem Hinsehen zeigt sich namllch, daU unter unterschiedlichen Namen beschriebene Plasmide so 
vtele gleiche Eigenschaften aufweisen, da5 sie als identisch anzusehen sind. 

Als Beispiele seien die Plasmide pAM286 aus C.glutamicum AJ11560 (EP-A-0 77 548): pAM330 aus 

B. lactofermentum ATCC13869 (EP-A-0 77 548), pBLI aus B.lactofermentum ATCC217g8 (Santamaria, R. et 
al., J. Gen. Microbiol. 130. 2237-2246 (1984))und pX18 aus B.lactofermentum ATCC21086 (Yeh. P. et a!.. 

20 Gene 47, 301 -308(1 986))genannt. 

Gleiches gilt fur die Plasmide pHM1519 aus C.glutamicum ATCC13058 (EP-A-0 78 537), pCGl aus 

C. glutamicum ATCC31808 (EP-A-0 58 889), pRN 3.1 aus Cglutamicum ATCC39269 (DE-A-3402876) und 
pSRI (Yoshihama. M. et a!., J.Bact. 162, 591-597 (1985)) aus C.glutamicum ATCC 19223. Auch hier zeigt 
die hohe Obereinstimmung der zu den jeweiligen Plasmiden veroffentlichten Daten dem Fachmann, da/3 es 

25 sich um die gieichen Plasmid-Spezies handein muiJ. Martin, J. F. et al., (Bio/Technology 5, 137-146 (1987))- 

bestatlgen diese Annahme. 

Die Zaht der Verdffentlichungen und Patentanmeldungen zu diesem Thema zeigt aber. welches 

Interesse an einer Vielfalt von Plasmiden besteht, die zur Entwicklung von Klonlerungssystemen fUr 

coryneforme Bakterien geeignet sind. 
30 Von besonderer Bedeutung fur die Entwicklung z. B. AminosSuren-ausscheidender Stamme sind 

Plasmide, die nebeneinander- in einer Zelle existieren konnen. 

Derartige kompatible Plasmide eriauben es, Kombinationen btosynthetischer Gene gleichzeitig in einem 

Mikroorganlsmus einzubringen, die gewUnschten EnzymaktivltMten anzuheben und so die Bildung des 

enA^Onschten Produkts wie z. B. L-Threonin Oder L-Lysin zu verbessern. Besonders gOnstige Voraussetzun- 
35 gen dafur ergSben sich beispielsweise bei kompatiblen Plasmiden, von denen das eine eine hohe und das 

andere eine niedrige Kopienzahl aufweist, um eine ausgewogene Oberexpression der jeweiligen Gene zu 

erreichen und eine unnotige Belastung des Wirts zu vermeiden. 

Gleichzeitig mu0 natUrlich auch eine ausrelchende StabllitSt der verwendeten Plasmide angestrebt 

werden. 

40 Wie aus der Literatur bekannt ist. existieren aber keine Kompatibilitatsstudien (Martin, J.F. et al.. loc. 
cit., 139), ebensowenig wie Untersuchungen zur Stabilitat von Plasmidvektoren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Plasmide bzw. Plasmidvektoren bereitzustellen, die kompatibel sind und 
ausrelchende Stabilitat aufweisen, um die methodischen Voraussetzungen zur gentechnischen Stammver- 
besserung insbesondere von coryneformen AminosSure -ausscheldenden Bakterien Qber den Stand der 
45 Technik hinaus zu verbessern. 

Gegenstand der Erfindung ist das Plasmid pGAI. Isoliert aus Corynebacterium glutamicum LP-6, 
hinterlegt unter der Nummer DSM 5816 , charakterisiert durch eine LSnge von- 4,9 Kb und folgende 
Restrlktlonsschnlttstellen: 

50 
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Tabelle 1 
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Fig. 1 enthSIt die Restrlktlonskaite von pGAI in iinearer Darstellung. 

Corynebacterium glutamicum Stamm LP-6 wurde vom "Felix d'Herelie Reference Center for Bacterial 
Viruses" in Quebec 1 0.Quebec Laval University, Canada GIK 7P4 unter der Nummer HER1229 bezogen. 
C.glutamlcum Stamm LP-6 wurde be! der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen in Braunschweig. 
Bundesrepublik Deutschland, gem'iB dem Budapester Vertrag als DSM 5816 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand ist das mit pGAI kompatlble Ptasmid pGA2. Isoliert aus Corynebacterium 
glutamicum LP-6. hinterlegt unter der Nummer DSM 5816 charakterisiert durch eine LMnge von- 19,5 Kb 
und folgende Restriktionsschnittstellen: 

Tabelle 2 



40 



45 



Restriktionsenzyme 


Anzahl der 

Schnittstellen 


DNA-Fragmente (Kb) 


Bam HI 


3 


13,6 4,15 1,75 


EcoRI 


2 


18.5 0.96 


Hind 111 


5 


6.61 5.72 3.31 2.041.82 


Hpal 


1 


19.5 


Kpn 1 


1 


19.5 


Mlul 
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15.8 2.84 0,82 


Seal 


1 


19.5 


Smal 


4 


14,5 3.341.00 0,65 


Xhol 


0 





50 

Fig. 2 enthalt die Restriktionskarte von pGA2 in Iinearer Darstellung. 

Die Plasmid-DNA kann aus dem hinterlegten Stamm nach dem Fachmann bekannten IVIethoden isoliert 
werden. 

WShrend das Plasmid pGAI eine hohe Kopienzahl (-50 pro Zelle) aufweist, wird fOr pGA2 eine niedrige 
55 Kopienzahl (-5) bestimmt. 

Als Wirt fUr diese Plasmide dienen coryneforme Bakterien. insbesondere AminosSuren produzlerende 
Bakterien. 

Beispiele der coryneformen Bakterien sind: 
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Brevibacterium flavum, insbesonders 


ATCC 


14067 


Brevi bacterium lactofermentum, Insbesonders 


ATCC 


13869 


Corynebacterium callunae, insbesonders 


ATCC 


15991 


Corynebacterium glutamicum. insbesonders 


ATCC 


13032 


Corynebacteriunn nnelassecola, insbesonders 


ATCC 


17965 


Corynebacterium thermoamlnogenes, insbesonders 


Perm 


P-9244 



Da die erfindungsgemaflen Plasmide sich in den Zellen der coryneformen Bakterien vermeliren, sind 
70 sie in der Lags, die Information von fremden In die Plasmide Inserlerten Genen In den Wirtsstelien zu 
amplifizieren. 

Der Einbau der rekombinanten Plasmid-DNA in die Wirtszellen erfolgt bevorzugt Uber zusammenge- 
setzte Plasmide (Plasmidvektoren). zu deren Konstruktion besonders geelgnet sind ein Reslstenzgen 
aufweisende, in E-coll replizierende Vektoren, wie z. 8. pACYC177. pACYC184. pSCIOI. pBR322, pIPSS. 
15 R16. R1. RP4und plE545. 

Das Prinzip derartiger Konstruktionen wird in der EP-A-9361 1 und EP-A-82 485 beschrieben. 

Besonders geeignet ist der Pendelvektor pHS 2-1. bestehend aus dem Piasmid pGAI und dem E.coli- 
Vektor pHSKml, charakterislert durch die Restriktlonskarte entsprechend Rg. 4. 

Der Vektor pHSKml ist ein Derivat des E.coll-Vektors pUC18, das bel Yanish-Perron, C. et al., (Gene 
20 33, 103-119 (1985)) beschrieben ist, in welchen das Kanamycln-Reslstenzgen des Transposon Tn 903 
Inseriert wurde. 

Dieser und andere auf pGAI basierende Pendelvektoren sind nicht nur stabi! in coryneformen Bakte- 
rien, insbesondere Corynebacterium glutamicum, sondern koexistieren auch mit Plasmiden anderen Ur- 
sprungs, wie z. 8. pHM1519 aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13058 und pAM 330 aus Brevibacteri- 
25 urn lactofermentum ATCC 13869, insbesondere mit pCCI aus Corynebacterium callunae DSM 20147. 

Dies ist auch deshalb uberraschend, well es sich in den genannten Fallen um ein Piasmid bzw. einen 
Vektor mit hoher Kopienzahl handelt. 

Der Nachweis erfolgte auf diesem Weg: 
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869, der das Piasmid pAM 330 trSgt, wurde wie bel Thierbach et 
30 al., (Appl. Microbiol. Biotechnol. 29, 356-362 (1988)) beschrieben, mit pHS2-1-DNA transformlert. 

Die Untersuchung der Transformanten ergab, dai3 beide Plasmide koexistieren konnen. 

Ein mobibilisierbares Derivat des Plasmids pGAI wurde mit Hilfe der Konjugationsmethode wie bei 
SchSfer et al., (J. Bact. 172, 1663-1666 (1990)) beschrieben, in Corynebacterium glutamicum ATCC13058, 
der das Piasmid pHMl519 trggt, eingefUhrt. Die Untersuchung der Transkonjuganten ergab, da^ belda 
35 Plasmide koexistieren kSnnen. 

Auch das Piasmid pGA2 ist zur konstruktion von mobilisierbaren Pendelvektoren geeignet Aus einer 
DNA-Sequenz von pGA2 und dem mobilisierbaren E.coli-Vektor pKIB:: mob wird der Pendelvektor pFBH2 
konstrulert, der in Corynebacterium glutamicum repliziert. 

40 1. Isolierung und Charakterisierung von pGAI aus Corynebacterium glutamicum LP-6 

Corynebacterium glutamicum Stamm LP-6 wurde vom "Felix d'Herelle Reference Center for Bacterial 
Viruses" in Quebec 3 10, Quebec L^val University. Canada G1K 7P4 unter der Nummer HER1229 bezogen. 
C. glutamicum Stamm LP-6 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen in Braunschweig, 

45 Bundesrepublik Deutschland, gemafi dem Budapester Vertrag als DSM5816 hinterlegt. 

Plasmid-DNA wurde aus Stamm LP-6 nach dem Fachmann bekannten Methoden, wie sie zum Beispiel 
in der Europaischen Patentanmeldung 0 318 663 und bei Birnboim. H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids 
Research 7, 1513-1523 (1979)) beschrieben sind, isoliert. Die auf diese Weise erhaltene DNA-LCsung wurde 
durch Agarosegel-Elektrophorese (Maniatis, T. et al. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 

50 Spring Harbor) charakterislert. Die DNA-Losung enthielt zwei Plasmid-Spezies, die als pGAI und als pGA2 
bezelchnet wurden. Piasmid pGA1 hat eine Lange von ungefahr 4,9 Kb und Piasmid pGA2 von ungefahr 
19,5 Kb. Durch Behandlung mit dem Restriktionsenzym Bali wurde das Piasmid pGA2 gespalten, wahrend 
pGAI intakt blieb. 

Die dadurch erhaltene DNA-L5sung wurde einer CsCI/Ethldiumbromld-Dichtegradientenzentrifugation 
65 (Maniatis, T. et al. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Gold Spring Harbor) unterworfen und 
das Piasmid pGAI auf diese Weise isoliert. 

Piasmid pGAI wurde mit den Restriktonsenzymen Apal. BamHI. Bell, Bgll, Bglll, BstEli, Clal, Dral, 
EcoRI. EcoRV, Hindlll, Kpnl, Mlul. Pvull, Sail, SphI, SstI, Xbal und Xhot behandelt und die LSnge der DNA- 
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Fragmente durch Agarosegel-Elektrophorese und Langenvergleich mit dem Fachmann bekannten Standard 
DNA-Fragmenten bestimmt. En solcher Standard ist zum Beispiel DNA des Escherichia coli Phagen X, die 
mit dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten worden ist und von der Rrma Bethesda Research Laboratories 
in Gaithersburg, USA bezogen werden kam. Tabelle 1 gibt die Anzahl der Restriktonsschnittstellen in 

5 Plasmid pGAI fur die untersuchten Restriktionsenzyme und die LSnge der erhaltenen DNA-Fragmente an. 
Durch Verdauung von pGAI mit zwei und drei Restriktionsenzymen und Langenbestimmung der erhaltenen 
DNA-Fragmente konnte eine Restriktionskarte des Plasmids aufgestelit werden, die in Abbildung 1 darge- 
stellt ist. Plasmid pGAI hat eine LSnge von 4.9 Kb. 

Die Kopienzahl von pGAI in Stamm LP-6 wurde folgendermafien bestimmt: Stamm LP-6 wurde in 

10 Standardl-Bouillon (bezogen von der Firma IVIerck, Darmstadt, FRG) bis zum Beginn der stationaren 
Wachstumsphase kultiviert und die Zellzahl bestimmt. Aus 1,5 ml-Kultursuspension wurde die Plasmid- 
DNA, wie bei Birnbolm. H.C. und Doly, J. (Nuclear Acids Research 7. 1513-1523 (1979)) beschrieben, 
isoliert. Ein Aliquot der Plasmid-DNA-L5sung und eine bekannte Menge des oben beschrlebenen X-Hindlll- 
DNA-Standards wurden einer Agarosegel-Elektrophorese mit anschliei3ender Ethidiumbromid-Farbung un- 

76 lerworfen. Die Fluoreszenz bei UV-Bestrah!ung der pGA1-DNABande wurde mit der der X-Hindlll-DNA- 
Fragmente verglichen und so die Menge an pGA1-DNA halbquantltativ bestimmt. Auf diese Weise wurde 
die Kopienzahl (Anzahl der PlasmidmoIekUle pro Zelle) als ca. 50 bestimmt. 

2. Isolierung und Charakterislerung von pGA2 aus Corynebacterium glutamlcum LP-S 

20 

Eine Plasmid-DNA-haltige Losung mit den Plasmiden pGA1 und pGA2 wurde, wie unter 1 . beschrieben, 
hergestellt. Die beiden Plasmid-Spezies wurden durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und Plasmid 
pGA2 durch Elektroelution (Manlatis. T. et al, (1982). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor) isoliert. 

25 Plasmid pGA2 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI, BamHI, Kpnl, Seal, Hpal, Mlul, Smal, Hindlll 
und Xhol behandelt und die Lange der DNA-Fragmente, wie unter 1. beschrieben, bestimmt. Tabelle 2 gibt 
die Anzahl der Restriktonsschnittstellen in Plasmid pGA2 fur die untersuchten Restriktionsenzyme und die 
LSnge der erhaltenen DNA-Fragmente an. Durch Verdauung von pGA2 mit zwei und drei Restriktionsenzy- 
men und Langenbestimmung der erhaltenen DNA-Fragmente konnte eine Restriktionskarte des Plasmids 

30 aufgestelit werden, die in Abbildung 2 dargestellt ist. Plasmid pGA2 hat eine LSnge von 19,5 kb. 

Die Kopienzahl von pGA2 in Stamm LP-6 wurde folgendermaflen bestimmt: Stamm LP-6 wurde in 
Standardl-Bouillon (bezogen von der Firma Merck. Darmstadt, FRG) bis zum Beginn der stationaren 
Wachstumsphase kultiviert und die Zellzahl bestimmt Aus 1.5 ml-Kultursuspension wurde die Piasmid- 
DNA, wie bei Birnboim, H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids Research 7, 1513-1523 (1979)) beschrieben, 

35 isoliert. Ein Aliquot der Plasmid-DNA-Losung und eine bekannte Menge des oben beschrlebenen X-Hindlll- 
DNA-Standards wurden einer Agarosegel-Elektrophorese mit anschliefiender Ethidiumbromid-Farbung un- 
terworfen. Die Fluoreszenz bei UV-Bestrahlung der pGA2-DNA-Bande wurde mit der der X-Hindlll-DNA- 
Fragmente verglichen und so die Menge an pGA2-DNA halbquantltativ bestimmt. Auf diese Weise wurde 
die Kopienzahl (Anzahl der PlasmldmolekQIe pro Zelle) als ca. 5 bestimmt 

40 
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Restrxktxons* Anzahl der DNA-Fragmente (kb) 
enzyme Schnitt* 
stellen 
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13.6 


4.15 
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16.5 
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Kpnl 
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1.00 0.65 




Xhol 
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des Plasmids p6A2 
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30 




Restriktionsendonukleasen . 







3. Konstruktion des Pendelvektors pHS2-l bestehend aus pGAl und dem Escherichia coIi-Vektor pHSKml 

36 Piasmid pHSKml 1st ein Derivat des dem Fachmann bekannten E. coli-Vektors pUCIB, das bel 
Yanisch-Perron, C. et al. (Gene 33, 103-119 (1985)) beschrieben und bei der Firma Pharnnacia in Uppsala, 
Schweden erhaitlich ist, in welches das KananDycin-Resistenzgen des Transposon Tn903 (Oka. A. et al, J. 
Mol. Biol. 147. 217-226 (1981)) inseriert wurde. 

Piasmid pHSKml wurde, wie im folgenden beschrieben, konstruiert. Piasmid pAGYC177, welches das 

40 Kanamycin-Resistenzgen des Transposon Tn903 tragt (Rose, R.E.; Nucleic Acids Research 16, 356 (1988)). 
wurde aus Escherichia coli ATCC37031, wie in EPA 0 316 663 beschrieben, isoliert. Piasmid pACYC177 
wurde mit dem Restriktionsenzym Haell gespalten und das 1430 bp lange DNA-Fragment, welches das 
Kanamycin-Resistenzgen trSgt, durch Elektroelution (Maniatis. T. et al. (1982), Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor) isoliert. Piasmid pUC18 wurde partiell mit Haell gespalten, mit dem 

45 1 430 bp langen Haell-DNA-Fragment gemischt und das resultierende DNA-Gemisch mit T4-DNA-Ligase 
behandelt. Kompetente Zellen von Escherichia coli DH5cr, die von der Firma Bethesda Research Laborato- 
ries in Gaithersburg. USA bezogen wurden, wurden mit dem Ligationsgemisch transformiert. Kanamycin- 
resistente Transformanten wurden auf LB-Agar (Trypton: 10 g/l; Hefeextrakt: 5 g/l; NacI: 10 g/l; Agar: 12 g/l) 
der mit 20 ug/ml Kanamycin supplementiert worden war, selektioniert. Aus einer Transformante wurde das 

50 als pHSKml bezeichnete Piasmid isoliert. Durch Restriktionsanalyse wurde die Position und Orientierung 
des inserierten 1430 bp langen DNA-Fragmentes mit dem Kanamycin-Resistenzgen bestimmt. Die Restrik- 
tionskarte des Plasmids pHSKml ist in Abbildung 3 dargestellt. 

Piasmid pGAI. das unter 1. beschrieben ist, wurde mit dem Restriktionsenzym Sau3A partiell verdaut 
und die linearisierte und einmal geschnittene Form des Plasmids durch Elektroelution isoliert. Die auf diese 

65 Weise erhaltene DNA wurde mit pHSKml -DNA. die mit BamHI linearisiert worden war, gemischt und das 
resultierende DNA-Gemisch mit T4-DNA-Ligase behandelt. Escherichia coli DH5a wurde mit dem Ligations- 
gemisch transformiert und Transformanten auf LB-Agar selektioniert, der mit Kanamycin (20 ug/ml), X-Gal 
(5-Brom-4-chlor-3-indoIyl-D-galactopyranosid. 40 ug/ml und IPTG (Isopropyl-^-D-thiogalactopyranosid, 20 
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ug/ml) supplementiert worden war. Ungefahr 5 % der Transform anten waren auf dem beschriebenen Agar 
farblos. Eine Koloniehybrldlsierung mit Plasmid pGAI als Sonde wurde mit ungefahr 900 Transformanten 
durchgefuhrt, die keine lacZo-Komplementation zeigten. FOr die Koloniehybridisierung wurde pGA1 mittels 
"nick"-Translation (Maniatis, T. et al. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor) 

5 mit biotinylierten Nucleosldtrlphosphaten {Blotin-7-dATP) markiert und mit Hilfe des BluGENE Nukleinsaure- 
Nachweissystems der Firma Bethesda Research Laboratories in Gaithersburg, USA durch die Streptavidin 
gekoppelte alkalische Phosphatase nachgewiesen. Die Markierung der DNA wurde wie be! Langer et al. 
(Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 80, 6633-6637 (1981)) und die Koloniehybridisie- 
rung wie bei Trevor, GT. (Microbiological Methods 3, 259 pp. (1985)) beschrieben, durchgefUhrt, Von den 

70 900 gepruften Transformanten gaben 70 eine positive Reaktion. Aus einer Transformante wurde das als 
pHS2-1 bezeichnete Plasmid isoliert und mit Hilfe von Restriktionsenzymen kartiert. Die Restriktionskarte 
von Plasmid pHS2-1 ist in Abbildung 4 dargesteilt. 

4. Replikatlon des Pendelvektors pHS2-1 in Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

75 

Plasmid pHS2-1 wurde aus Escherichia coli DH5a/pHS2-1 isoliert und Spharoplasten von Corynebacte- 
rium glutamicum ATCC13032. wie bei Thierbach et al. (Appl. Microbiol. BiotechnoL 29. 356-362 (1988)) 
beschrieben, damit transformiert. Transformanten wurden auf SB-Agar selektioniert, der Kanamycin (15 
ug/ml) enthielt. Plasmid-DNA wurde aus 12 Transformanten isoliert und durch Spaltung mit den Restrik- 
20 tionsenzymen EcoRI und Mlul charakterisiert. Die Plasmid-DNA hatte die gleiche Qrofle und zeigte das 
gleiche Restriktionsmuster wie pHS2*1, isoliert aus Escherichia coli. 

5. StabilitSt des Pendelvektors pHS2'1 in Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

25 Corynebacterium glutamicum ATCC13032/pHS2-1 wurde in Standardl-NShrbouillon (bezogen von der 
Firma Merck, Darmstadt, BRD), die mit 4 g/l Glucose und zusatzlich mit 10 ug/ml Kanamycin supplemen- 
tiert worden war, bei 30* C und 150 rpm bis zum Erreichen der stationaren Wachstumsphase kultiviert. Eine 
50 ml-Ku!tur bestehend aus oben beschrlebenem Nahrmedlum mit Kanamycin und eine 50 ml-Kultur 
bestehend aus dem oben beschriebenen Nahrmedium ohne Kanamycin wurden jeweils im Verhaltnis 

30 1:10.000 mit der Vorkultur beimpft und, wie oben beschrieben, bis zum Erreichen der stationSren 
Wachstumsphase kultiviert. Die optische Dichte der Bakterien-Kultur betrug 7 bis 8 bei einer MefiwelienlSn- 
ge von 660 nm. 

Anschliefiend wurde die Kanamycin-haltige Bakterienkultur Im VerhSltnis 1:10.000 auf frische 
Kanamycin-haltige NShrbouillon Uberimpft und die Bakterienkultur, die in Abwesenheit von Kanamycin 

35 gewachsen war, im gleichen VerhSltnis auf frische Kanamycin-freie Nahrbouillon uberimpft. Insgesamt 
wurden 16 derartige Oberimpfungen durchgefuhrt, so 6aB der Stamm fur ca. 210 Generationen in An- bzw. 
in Abwesenheit von Kanamycin kultiviert wurde. Danach wurden Proben auf Standardl-Agar (bezogen von 
der Rrma Merck, Darmstadt, BRD) ausplattiert und bei 30*0 bebrUtet. Die sich bildenden Einzelkolonien 
wurden auf Standardl-Agar und auf Standardl-Agar, der mit 10 ug/ml Kanamycin supplementiert worden 

40 war. uberstempelt. Im Falle der Kultur fur 210 Generationen in Abwesenheit von Kanamycin waren 181 von 
181 untersuchten Einzelkolonien Kanamycin-resistent, und im Falle der Kultur in Gegenwart von Kanamycin 
waren 84 von 84 untersuchten Einzelkolonien Kanamycin-resistent. Plasmid-DNA wurde aus jeweils 12 
Einzelkolonien isoliert und durch Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Mlul charakterisiert. Die 
Plasmid-DNA hatte die QroBe von pHS2-1 und zeigte das fur pHS2-1 charakteristische Restriktionsmuster. 

45 

6. Koexistenz des Plasmids pCCI aus Corynebacterium caliunae DSM20147 mit dem Pendelvektor pHS2-1 

Corynebacterium caliunae DSM20147 wurde mit pHS2-1 Plasmid-DNA. Isoliert aus Corynebacterium 
glutamicum ATCC1 3032/pHS2-1 , wie bei Thierbach et al. (Appl. Microbiol. BiotechnoL 29, 356-362 (1988)) 

50 beschrieben, transformiert. Transformanten wurden auf SB-Agar selektioniert, der Kanamycin (15 ug/ml) 
enthielt. 20 Transformanten wurden auf Standardl-Nahragar, der mit Kanamycin (10 ug/ml) supplementiert 
worden war, vereinzelt. Jeweils eine Einzeikolonie wurde abgenommen und Plasmid-DNA isoliert. In 17 von 
20 untersuchten Einzelkolonien vom Typ DSM20147/pHS2-1 wurde das Plasmid pCCI durch Agarosegel- 
Elektrophorese nachgewiesen; Plasmid pHS2-1 war in alien untersuchten Klonen vorhanden. 

55 In gleicher Weise wurden als Kontrolle Spharoplasten von Corynebacterium caliunae DSM20147 
hergestellt und auf SB-Agar regeneriert. 20 regenerierte Einzelkolonien wurden auf Standardl-Nahragar 
vereinzelt. Jeweils eine Einzeikolonie wurde abgenommen und Plasmid-DNA isoliert. In 17 von 20 unter- 
suchten Einzelkolonien vom Typ DSM20147 wurde das Plasmid pCCI nachgewiesen. Eine Transformante 
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vom Typ DSM20147/pHS2-1 wurde fur ungefahr 50 Generationen in An- bzw. Abwesenheit von Kanamycin 
-so, wie unter 5. beschrieben - kultiviert. AnschlielSend wurden die beiden Kulturen auf Standardl-Agar 
auspiattiert und bei 30* C bebrOtet. Ptasmid-DNA wurde aus jeweils 8 Einzelkolonien isoliert. In jeweils 8 
von 8 untersuchten Kolonien konnten die Plasmide pCCI und pHS2-1 nachgewiesen warden. In gieicher 
6 Weise wurde die Kontrolle eine regenerierte Einzelkolonie von Stamm DSM20147 fur ungefShr 50 Genera- 
tionen kultiviert und anschlieflend an die Plasmid-DNA aus 8 Einzelkolonien isoliert. In jeweils 8 von 8 
untersuchten Einzelkolonien wurde das Plasmid pCCI nachgewiesen. Die Untersuchung zeigte, 6aB die 
Plasmide pCC1 und pHS2-1 koexistieren kdnnen. 

70 7. Ausscheidung von L-Lysin durch Corynebacterium glutamicum Stamm LPS 

Stamm LP-6 wurde in einem Medium kultiviert, das aus 12 g/l Ammoniumsulfat, 240 g/l Melasse und 60 
ml/I Sojabohnenmehlhydrolysat bestand und dessen pH auf ca. 7,2 mit ammoniakalischem Wasser 
eingestellt worden war. 100 ml-Erlenmeyerkolben wurden mit 10 ml des oben beschriebenen Mediums 
75 befullt, mit Stamm LP-6 beimpft und 72 Stunden bei 30 *C und 300 rpm inkubiert. Die Bestimmung von L- 
Lysin erfolgte im zentrifugierten Oberstand mit Hilfe von Aminosaure-Analysatoren. Die ausgeschiedene 
Konzentration an L-Lysin 'HCI war 0.9 g/l. 

8. Konstruktion des mobilisierbaren Pendelvektors pFBH2 bestehend aus einer DNA-Sequenz aus pGA2 
20 und dem mobilisierbaren Escherichia coli-Vektor pK18::mob 

Plasmid pK18::mob ist ein Derivat des dem Fachmann bekannten Escherichia coli Kloniervektors pK18 
(Pridmore, R.D.. Gene 56, 309-312 (1987)). Plasmid pK18::mob tragt die fUr die Mobilisierung essentielle 
Region des selbsttransferierbaren Plasmids RP4 (Datta, N. et al.. J. BacL 108, 1244-1249 (1971)) und wurde 

25 wie folgt konstruiert: Plasmid pSUP102, welches die Mobilisierungsregion des Plasmides RP4 tragt (Simon, 
R. et al.. Methods in Enzymology 118, 640-659 (1986)), wurde aus Escherichia coli SI 7-1 (Simon, R. et al., 
Biotechnology 1, 784-794 (1983)) nach dem Fachmann gelaufigen Verfahren, wie z.B. bei Holmes, D.S. & 
Quigley, M. (Analyt. Biochem. 114, 193-197 (1981)) beschrieben, Isoliert und mit dem Restriktionsenzym 
Alul partiell gespalten. Plasmid pK18 wurde mit dem Restriktionsenzym Nael partiell verdaut, mit den durch 

30 Alul-Verdauung des Plasmids pSUP102 erhaltenen DNA-Fragmenten vereinigt und das resultierende DNA- 
Gemisch mit T4-DNA-Ligase behandelt. Kompetente Zellen von Escherichia coli S17-1, die nach der 
Vorschrift von Cohen, S, et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110-2114 (1972)) hergestellt worden waren. 
wurden mit dem Ligationsgemisch transformlert und die Zellen auf PA-Agar, bestehend aus 17,5 g/l 
Penassay-Broth (Difco Laboratories. Detroit, USA) und 15 g/l Agar aufgebracht, dem Kanamycin mit einer 

35 Endkonzentration von 25 ug/ml hinzugefugt worden war. Kanamycin-resistente Kolonien wurden mit PA- 
Flussigmedium abgeschwemmt und in einer groBeren Menge PA-Flussigmedium angezogen und nach 
gangigen Methoden. wie bei Simon. R. et al. (Biotechnology 1, 784-794 (1983)) beschrieben. zur Kreuzung 
mit Escherichia coli MM294 (Taimadge, K. and Gilbert. W.. Gene 12, 235-241 (1980)) eingesetzt. Aus den 
auf Selektionsmedium (PA-Agar mit 25 ug/ml Kanamycin und 50 ug/ml NalidixinsSure) gewachsenen 

40 Transkonjuganten konnten Derivate des Plasmids pK18 isoliert werden, die Insertionen von pSUP102-DNA 
trugen. Der hier als pK18::mob bezeichnete Vektor tragt eine pSUP102-lnsertion von 1,1 kb Lange. Durch 
Restriktionsanalyse wurde die Position des inserierten DNA-Fragmentes mit der Mobilisierungsregion 
ermittelt. Die Restriktionskarte des Plasmids pK18::mob ist in Abbildung 5 dargestellt. 

Plasmid pGA2, das unter 2. beschrieben Ist, wurde mit dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten und 

46 die resultierenden pGA2 DNA-Fragmente mit dem Plasmidvektor pK18::mob, welcher vorher mit Hindlll 
linearisiert worden war, gemischt. Das resultierende DNA-Gemisch wurde mit T4-DNA-Ligase behandelt und 
anschlieiSend zur Transformation von Escherichia coli DH5a eingesetzt. Transformanten wurden auf LB-Agar 
selektioniert, der mit Kanamycin (20 ixg/ml), X-Gal (40 ug/ml) und IPTQ (20 ug/ml) supplementiert worden 
war. Alle farblosen Kolonien wurden mittels dem Fachmann bekannter Plasmid-PrSparationen, wie sie zum 

50 Beispiel bei BIrnboim, H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids Research 7. 1513-1523, (1979)) beschrieben sind, 
auf Plasmidgehalt uberpruft und die Plasmide mit Hilfe von Restriktionsenzymen charakterisiert. Fines der 
isolierten Plasmide trug eine pGA2-lnsertion von 5,7 kb LSnge und wurde als pFBH2 bezeichnet Die 
Restriktionskarte von pFBH2 ist in Abbildung 6 dargestellt. 

55 9. Replikation des Pendelvektors pFBH2 in Corynebacterium glutamicum RM3 

Escherichia coli SI 7-1 wurde mit pFBH2-DNA - isoliert aus DH5a/pF8H2 - transformlert, und die 
resultierenden Transformanten auf LB-Agar mit Kanamycin (20 ug/ml) selektioniert. Eine Transformante 
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vom Typ S17-1/pFBH2 wurde zur Konjugation mit Corynebacterium glutamicum RM3, wie bei Schafer et al. 
(J. Bact. 172, 1663-1666, (1990)) beschrieben, eingesetzt Transkonjuganten von C. glutamicum RMS 
wurden auf LB-Agar selektioniert, der mit Kanamycin (20 ug/ml) und NalidixinsSure (50 ug/ml) supplemen- 
tiert worden war. Plasmid-DNA wurde aus 12 Transkonjuganten isoliert und durch Spaltung mit verschiede- 
6 nen Restrlktionsenzymen charakterisiert. Die isolierte Plasmid-DNA hatte die gleiche Gr6/Je und zeigte das 
gleiche Restriktionsmuster wie pFBH2, isoliert aus Escherichia coli. 

Beschreibung der FIguren 

10 Fig. 1 : Restriktionskarte des Plasmids pQAI in linearer Darstellung. 
Abkurzung: Ba, BamHI; B, BstEII; 
C, Clal; E, EcoRI; H. Hindlll; 
M. Mlul; Pv. Pvull; S, SphI; 
X, Xbal. 

75 Fig. 2: Restriktionskarte des Plasmids pQA2 in linearer Darstellung. 

Abkurzungen: Ba. BamHI; E, EcoRI; 

Hp. Hpal; K. Kpnl; Sc. Seal. 
Fig. 3: Restriktionskarte des Plasmids pHSKml in zirkularer Darstellung. 

Die multiple Klonierstelle erstreckt sich zwischen den Posltionen 400 bis 452, AbkOrzungen: 
20 amp, Ampiclllin-Resistenzgen; 

Kan, Kanamycin-Resistenzgen; tacZ', 5'-terminale Tetl des lacZ-Qens, der lacZa-Komplemen- 

tation eriaubt; ori, Replikationsursprung. 
Fig. 4: Restriktionskarte des Plasmids pHS2-1 in linearer Darstellung. Der pGAI- und der pHSKml- 

Teil 1 sind getrennt dargestellt. 
25 Der pGAI-Teil von pHS2-1 enthalt mindestens 6 Haell-Restriktionsschnittstellen, die nicht 

eingezeichnet wurden. 

AbkUrzungen: Sa, Sau3A; alle Ubrigen AbkOrzungen sind in Fig. 1 erklart. 
Fig. 5: Restriktionskarte des Plasmids pK18::mob In zirkulMrer Darstellung. AbkOrzungen: Kan, 

Kanamycin-Resistenzgen; lacZ-alpha, 5'-terminaler Teil des lacZ-Gens, der lacZa-Komple- 
30 mentation eriaubt; oriV. Replikationsursprung; oriT, Ursprung fur den konjugativen Plasmid- 

transfer (Mobilisierungsregion). Der DNA-Bereich zwischen den Positionen (2375, Nael/Alul) 

und (1275, Nael/Alul) tragt 3 Nael-Restriktionsschnittstellen, die nicht kartiert wurden. 
Fig. 6: Restriktionskarte des Plasmids pFBH2 In linearer Darstellung. AbkOrzungen: Ba, BamHI; Bg, 

Bglll; E, EcoRI; EV, EcoRV; H, Hindlll; K. Kpnl; Pst. PstI; Sm. Smal; S, SphI; Ssp, Sspl; Sst. 
35 SstI; X, Xbal. Der pGA2-Teil des Molekuls 1st durch graue Schattierung und der pK18::mob- 

Teil durch Schraffur gekennzeichnet. 

PatentansprUche 

40 1. Plasmid pGAI, isoliert aus Corynebacterium glutamicum LP-6, hinterlegt unter der Nummer DSM 5816 
charakterisiert durch eine Lange von- 49 Kb und folggende Restriktionschnittstellen: 



45 



50 



55 
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Restriktionsenzyme Anzahl der DNA-Fragmente 
Schnittstellen (Kb) 

Apa I 0 

^ Bam H I 2 3,3 1,6 

Bel I 0 

Bgl I 0 

'0 Bgl II 0 

3st E II 1 4,9 

Cla I 1 4,9 

Dra I ■ 0 



15 



20 



25 



30 



EcoRI 1 4,9 

Eoo R V 0 . - 

Hind III * 4 2,4 1,1 1,05 

0,3 

Kpn I 0 . 

Mlu I 3 2,45 2,25 0,2 

Pvu II 2 3,25 1,65 

Sal I 0 

Sph I 1 4,9 

Sst I ' 0 - 

Xba I 2 2,5 2,4 

Xho I 0 



35 

2. Plasmid pGA2, isollert aus Corynebacterium glutamicum LP-6, hinterlegt unter der Nummer DSM 5816 
charakterisiertdurch eine Lange von - 19,5 Kb und folgende Restrlktionsschnittstellen: 



40 


RestrUctiansenzyine 


Anzahl der 
Sdmlttstellen 


OJA-Firagnent 
(Kb) 






BairH I 


3 


13,6- 


4,15 


1,75 




EccR I 


2 


18,5 


0,96 




46 


Hind III 




6,6.1 


5,72 


3,31 2,04 




Hpa I 




19,5. 








Kpn I 




19,5 






SO 


Mlu I 




15,8. 


2,84 


0,82 




Sea I 




19,5. 








Sna I 




14,5. 


3,34 


1,00 0,65 




Xho I 


0 









55 



3. Zur autonomen Replikation in coryneformen Bakterien befMhigtes rekombinantes Plasmid, konstmiert 
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aus Plasmid pGAI nach Anspruch 1 durch HinzufUgen mindestens eines Fremd-DNA-Fragments. 

4. Zur autonomen Replikation in coryneformen Bakterien befShigtes rekonnbinantes Plasmid, konstruiert 
aus Plasmid pQA2 nach Anspmch 2 durch HinzufUgen mindestens eines Fremd-DNA-Fragments. 

5. Rekombinantes Plasmid (Plasmidvektor) gemSfi den Ansprdchen 3 Oder 4, zusammengesetzt aus 

a) dem Plasmid pGAI Oder pGA2 Oder einer von diesen Plasmiden abgeleiteten DNA-Sequenz, 

b) einem DNA-Fragment, abgeleitet von einem in E.coli replizierenden Vektor. das ein Resistenzgen 
trSgt. 

6. Plasmidvektor pHS2-1, gema/J Anspruch 5, bestehend aus dem Plasmid pGAI und dem E.coll-Vektor 
pHSKml, charakterisiert durch die Restrlktionskarte entsprechend Rg. 4. 

7. Plasmidvektor pFBH2 gemafi Anspruch 5, bestehend aus einer DNA-Sequenz aus pGA2 und dem 
mobilisierbaren E.coli-Vektor pK18::mob, charakterisiert durch die Restriktionskarte entsprechend Fig. 5 
und Fig. 6. 

8. Rekombinantes Plasmid gemS/3 einem der AnsprUche 3 bis 7. welches zusMtzllch ein in coryneformen 
Bakterien exprimierbares Gen enthMlt. 

9. Coryneforme Bakterien, welche ein rekombinantes Plasmid gemSiJS einem der AnsprOche 3 bis 8 
enthalten. 
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pGAI 
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2,25 j 


t">| 1,05 1 




2,4 1 1,1 
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3,3 


1 


1,65 1 
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2,4 


1 
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Fig. 1 
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pGA2 



EJc K Hp Bp Bp EBo E 



Ikb 



1 


18.54 








, 19.5. 




19.5 


1 








19.5 




1 






13.6 






|U5 1 A.15 1 



Seal 
Kpnl 
Hpal 
L Bom HI 



Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 



15 



EP 0 472 869 A2 




16 



EP 0 472 869 A2 




